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論　文　内　容　の　要 旨
〔目　的〕
骨折の治癒は神経系の影響を受けているとされるが、詳細は未だ不明である。盾組織や骨膜
を支配する神経に局在するといわれるcalcitonin gene－related peptide（以下CGRP）、SubstanCe
P（以下SP）などの神経ペプチドは骨形成や骨吸収の媒介物質であり、骨代謝の局所調節に
関与すると考えられている。本研究の目的は、知覚神経に含有されるSP、CGRPなどの神経ペ
プチドが骨折治癒に与える影響について調べることである。そのため一次知覚神経節の神経
毒であるcapsaicin（8－methyl－N－Vanillyl－6－nOneamide）を投与した選択的脱神経ラットを作成
し、その骨折治癒過程をⅩ線学的、組織学的及び骨形成性細胞の特異的なマーカーである
osteocalcinの発現性について対照群と比較検討した。
〔方　法〕
Wistar系雄ラットを用い、生後48時間後にcapsaicin（80I喝／kg）を投与した群（40匹）と対
照群（48匹）に分けた。生後4週後、両群に対し左脛骨にキルシュナー鋼線を挿入後骨折させ
た。骨折後2・4・7・11・14・21・28・35日後に各群から任意に選択した5、6匹ずつを脱血、
港流後、軟Ⅹ線撮影を行い両下腿を標本として採取した。Zamboni浸潰固定後、Bjourholm法
に準じて脱灰し、矢状断の凍結切片とパラフィン切片を作成した。抗SP・抗CGRP抗体及び抗
osteocalcin抗体を用いた免疫組織化学的染色（ABC法）とHE染色を行い光学顕微鏡で観察し、
以下の項目について比較検討した。1）Ⅹ線学的評価：仮骨形成時期、骨折治癒までの期間を
調べた。2）組織学的評価：各々のグループより無作為に抽出したHE切片を用いて、骨折部
血腫の消失、癒合の形態、仮骨の形態、緻密骨の出現を点数加算するMakleyらのqualitative
grading systemを使って、histologic scoreを算出した。3）sp、CGRP免疫陽性神経の観察：骨
折部の骨膜、仮骨内に存在するCGRP、SP陽性線経の経時的変化について観察した。4）
osteocalcin陽性率の算出：仮骨領域に占めるosteocalcin陽性細胞の割合をosteocalcin陽性率と
して算出した。
〔結　果〕
軟Ⅹ線所見：対照群では4日後から7日後にかけて外仮骨が出現したのに対し、CaPSaicin処
置群ではほぼ7日後から同様の外仮骨が認められ、やや遅延する傾向であったが、35日後には、
両群とも骨癒合はほぼ完了しており、経過に有意な差は無かった。組織学的評価：4日後にお
いて対照群ではcapsaicin処置群に比して、骨膜側での細胞の増殖が著しく活発な骨形成が行
われていた。7日後以降でもcapsaicin処置群では、内軟骨性骨化もやや遅延する傾向を認めた。
Histologic score：いずれも経時的に増加する傾向を認め、骨折の治癒が進行していることが
示唆された。CapSaicin処置群は、骨折11日後、14日後に対照群に比べ有意に減少していた。
（p＜0．05）。CGRP、SP免疫反応陽性線維：各々の免疫反応陽性神経線経は対照群では両神経
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線経は骨折4日後から14日後にかけ、骨膜及び仮骨内に観察されたが、CapSaicin処置群では少
数のCGRP陽性線経が骨膜内に観察されたのみで、SP陽性線経は殆ど認められなかった。
osteocalcin陽性細胞：osteocalcinは骨折2日後から、骨折部から少し離れた、骨膜に近接した
骨芽細胞、開業系細胞に反応が見られ、その後膜性骨化の進行に伴って仮骨内のosteocalcin
陽性細胞は増加した。内軟骨性骨化部位では軟骨細胞には殆ど反応1ま認められなかった。
osteocalcin陽性率は両群とも経時的に増加するが、骨折4日後、7日後においてcqpsaicin処置
群で有意に低下していた（p＜0．05）。
〔考　察〕Ⅹ線学的結果より化学的脱神経は骨折治癒期間には明らかな影響を及ぼさず、知覚
系の神経ペプチドは骨折治癒の過程全般に影響するのではないと推察された。組織学的には、
histologic scoreが骨折7日後、11日後に脱神経群において有意に低下しており、化学的脱神経
は組織学的には骨折後初期の骨化機転を遅延させることが示唆された。脱神経辞で骨芽細胞
などの骨系細胞が乏しい傾向を認め、骨折治癒過程の遅延、主に間棄系細胞の分化、増殖の
遅延が推察された。OSteOCalcinは骨芽細胞の活動性を示す指標とされており、比較的よく分化
した骨形成性細胞に出現する。膜性骨化の進行していた部位で多数のosteocalcin陽性細胞を
認めたが、軟骨細胞には染色性を示さなかった。OSteOCalcin陽性率の結果から骨折4日、7日後
という細胞増殖期や骨形成期に脱神経群において骨形成能が低下していることが判明した。
すなわちSP、CGRPなどの神経ペプチドは骨折治癒の過程において、開業系細胞の分化、成熟
を誘導する作用を有することが推察された。
〔結　論〕
1）Ⅹ線学的には脱神経群で仮骨の出現がやや遅延する傾向であったが、治癒期間に明らか
な差を認めなかった。2）組織学的には、脱神経群で仮骨形成時期に修復機転が遅延していた。
3）骨折治癒過程の初期において脱神経群では骨形成能が抑制される傾向を認めた。
論文審査の結果の要旨
神経が骨形成に影響を及ぼすことは、麻痺肢の異所性骨化、神経病性関節症、反射性交感
神経性ジストロフィーなど臨床的によく知られているがその機構は不明である。本研究では
骨形成のモデルとして骨折の治癒過程を選び、神経ペプチドと骨形成との関連を調べた。
C線椎神経細胞の神経毒であるcapsaicin投与により選択的にsubstance P（SP）、Calcitonin
gene－related paptide（CGRP）含有C線経を削減した選択的除神経ラットと正常ラットの脛骨
を骨折させ、その後の骨形成をⅩ線学的、組織学的に調べた。さらにSP；CGRP；osteocalcin
（OC）の発現を免疫組織化学的染色を用いて検索し両群を比較した。
その結果、1）x線学的にcapsaiCin処置群で仮骨の出現が遅延したが、最終的な治癒期間に
は差がなかった。2）Makleyらの組織学的骨形成定量法ではcapsaicin処置群で骨折11、14日
後に骨癒合の遅延を認めた。3）sp、CGRP陽性線経は対照群において骨折4日後から14日後ま
で骨膜と仮骨内に観察されたが、CapSaicin処置群では少数のCGRP陽性線経を骨膜内に認めた
のみで、SP陽性線経は殆ど存在しなかった。4）骨形成能を有する細胞の特異的なマーカーで
あるOCは両群共に骨折2日後から骨膜に近接した骨芽細胞、未分化開業系細胞に出現し始め、
その後陽性細胞は次第に増加した。陽性率は4日後、7日後においてcapsaicin処置群で有意に
低下していた。
以上の結果はSP、CGRPが骨新生過程の初期に未分化閉業系細胞に作用して骨芽細胞への分
化、増殖に促進的影響を及ぼすとするinvitroの研究結果を支持するものである。本研究は従
来in vitroで観察された神経ペプチドの骨形成への作用をin vivoで示したものであり、骨形
成に対する神経関与機構の一端を解明する手がかりとなるものである。よって博士（医学）
の学位論文として価値あるものと認める。
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